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第一章 序論 
 
血管拡張薬として古くから高血圧の治療に用いられているヒドラ
ラジン（Hdz）は、特に全妊婦の約 8％を占め、妊娠後期の母体高血
圧とタンパク尿を主病態とする妊娠高血圧症治療の第一選択薬とし
て広く使用されている。しかしその一方で、頭痛や悪心、嘔吐、頻脈
などの副作用が報告され、降圧作用を示すメカニズムと共に、副作用
の原因となる機構も詳細には分かっていない。 
当研究室ではこれまでに、妊娠高血圧モデルマウス（PAHマウス）
を用いた研究において、血圧の上昇に伴い体内濃度が上昇し、Hdzま
たはアンジオテンシン受容体阻害薬オルメサルタン（Olm）の投与に
より、血圧低下と共に正常妊娠マウスと同レベルまで減少する物質
としてエタノールアミンを同定した（3）。そこで本研究では、Hdz投
与時にのみ変化する物質を探索することで、Hdz の作用メカニズム
を解析できるのではないかと考え、Hdz 投与特異的に血圧低下と連
動して量的変化を示す物質の探索を目的として研究を開始した。 
 薬剤非投与或いは Hdz、Olm 投与の組み合わせで、妊娠 19 日目
の PAH マウスから母獣血漿を採材し、HPLC 分析を行ったところ、
Hdz 投与時のみ増加するピークを検出した。この物質を単離し、
MALDI-QIT-TOF/MS 分析による分子量測定並びに構造解析を行っ
た結果、本物質がヒスタミンの代謝産物である tele-メチルヒスタミ
ン（tHM）であることが判明した。Hdz の投与では、ヒスタミンの
明らかな減少が認められなかったことから、tHMの増加は生成の亢
進ではなく、代謝の抑制が原因であることが予想された。tHMはモ
ノアミンオキシダーゼ-B（MAO-B）による-アミノ基の酸化的脱ア
ミノ化を通して代謝される。 
そこで、tHM を基質とした MAO-B 活性に対する tHM の影響を
調べる目的で、既知の MAO-A/B の阻害剤であるトラニルシプロミ
ン（TCP）をコントロールとして、酵素反応阻害実験を行った。その
結果、Hdz は tHM を基質とした MAO-B 反応を in vitro で抑制し
たことから、PAH マウスへの Hdz 投与による tHM の増加が、in 
vivoでのMAO-B活性阻害に起因する可能性が示唆された。 
  
第二章 妊娠高血圧モデルマウスにおけるヒド
ララジンによるモノアミンオキシダーゼ-Bの阻
害と tele-メチルヒスタミンの増加 
 
 
要旨 
 
血管拡張薬として古くから高血圧の治療に用いられているHdzは、
特に妊娠時特有の疾患である HDP の第一選択薬として広く用いら
れている。その一方で、近年いくつかの分子標的が報告されているも
のの、直接的に Hdzの降圧作用に結びつくメカニズムや、頭痛をは
じめとする副作用の発現機構については未だ明らかとなっていない。 
本研究ではHdzの作用点を明らかにすることを目的とし、私の研
究室で開発された PAHマウスを用いて、Hdz投与時特異的に血圧の
正常化と連動して量的変化を示す物質の探索を行った。探索には、ア
ミノ基を有するアミノ酸やアミン、ペプチドを高感度に検出する蛍
光検出法を用いた。物質の同定にはMALDI-QIT-TOF/MS解析を行
い、Hdz に応答して特異的に増加する物質として tMH を同定した。
更にこの tMH上昇のメカニズムを明らかにするため、tMHの代謝系
に注目し、tMHの分解を触媒する MAO-Bの活性に対する Hdzの作
用を in vitroの実験系で調べた。その結果、Hdzは tMHのMAO-Bに
よる代謝産物である t-MIAAの産生を阻害した。これらの結果は、妊
娠高血圧モデルマウスにおいて Hdz が MAO-B の活性を抑制し、母
獣血中に tMHが上昇したことを示唆している。 
  
背景 
 
妊娠時の母体では、胎盤を通して胎児への酸素や栄養素の供給を
行うために体液量が増加するが、血圧等様々な恒常性が維持されて
いる。しかし、妊娠恒常性が維持できなくなると、様々な妊娠時疾患
を引き起こす。例えば、HDPは、全妊婦の約 8％と高頻度に認めら
れ、妊娠後期における母体高血圧とタンパク尿を主病態とする。さら
に、母体では心臓や肝臓、胎盤など様々な組織の障害を、また胎児で
は子宮内発育遅延（IUGR）を呈し、重篤な場合には、母子ともに死
に至る危険性のある疾患である。しかし、妊婦や胎児を研究対象とす
ることへの倫理的な問題や、HDPモデル動物の開発が進んでいない
等の技術的な問題が本病態研究上の障壁となっており、詳細な発症
メカニズムはいまだ不明である為、有効な治療法も確立されていな
い。 
HDP の病態発症原因に関連して、ヒトの HDP 患者でアンジオテ
ンシン II（AII）に対する感受性が亢進していることが報告されてい
る。この報告から、代表的な血圧上昇系であるレニン・アンジオテン
シン系（RAS）の HDP への関与が考えられた。RAS では、基質で
あるアンジオテンシノーゲンが酵素レニンによる特異的分解を受け、
10アミノ酸からなるアンジオテンシン I（AI）を生成する。AIはさ
らにアンジオテンシン変換酵素（ACE）による切断を受け、8アミノ
酸からなる AII へと変換される。AII はその受容体アンジオテンシ
ン 1型受容体（AT1）を介して、血管平滑筋の収縮や、副腎における
アルドステロンの分泌促進によるナトリウム貯留を介した血圧上昇
作用を有する（図 1）。 
当研究室では、これまでに、オスのヒトレニン（hRN）遺伝子導入
マウス（hRNマウス）とメスのヒトアンジオテンシノーゲン（hAG）
遺伝子導入マウス（hAGマウス）を交配して、妊娠後期に著しい高
血圧やタンパク尿を呈し、ヒトの妊娠高血圧症と同様の病態を示す
妊娠高血圧モデルマウス（PAHマウス）の作出に成功している（図
2）。妊娠後期に胎仔・胎盤で産生されるオス親由来の hRNが母体血
中へ透過し、母体血中の hAGと反応することで過剰な AIIが産生さ
れ、母体血圧が上昇する PAHマウスは、ヒト HDPの動物モデルと
して広く使われている。病態発症前の妊娠 13日目より、AT1阻害薬
（ARB）の一種であるオルメサルタン（Olm）を浸透圧ポンプで PAH
マウスに投与したところ、母体病態である妊娠後期の高血圧や心肥
大、また、胎盤構造変化の著しい改善が認められ、産仔においても
IUGR の程度が大幅に改善され、心臓の病態の発症を予防出来るこ
とが明らかとなっている。 
このように PAH マウスでは、その病態形成に AT1 の作用亢進が
重要であることが明確である一方で、このモデルにおいても、AT1を
介したシグナルの亢進から病態形成に至るまでの詳細な機構を含め
た病態の全体像は、未だ明らかとなっていない。これまでに PAHマ
ウスの胎盤で発現する遺伝子のマイクロアレイ解析や、病態形成の
引き金となるタンパク質の研究が行われ、徐々に病態形成に関わる
機能高分子が明らかになりつつある。その一方で、ヒトやげっ歯類の
HDPでは、ホモシステインやセロトニン、オキシトシンと行ったア
ミノ酸やアミン、ペプチド類の変動が報告されているものの、PAH
マウスを用いた生体低分子に着目した解析はほとんど行われていな
かった。 
このような病態形成に関与する生体低分子には、共通して「官能基」
がある。これらは糖や脂肪酸、アミノ酸と言った範疇を超えて、広く
一般的に、しかしその物質の性質を決めている重要な部分である。特
に極性が大きく、反応性に富むアミノ基を持つアミノ酸や重要なシ
グナリング分子であるカテコールアミン、アミノ糖、リポアミンを含
む有機分子の大きくて重要なサブグループであり、これらの中には、
血圧の恒常性維持に関わるものや、或いはその制御不全の結果変動
するものも少なくない。 
そのため当研究室の先行研究では、PAHマウスと野生型正常妊娠
マウスを比較し、量が変動している生体低分子の探索が行われた。そ
の際、アミンを特異的に抽出し、6−アミノキノリン-N-サクシンイミ
ジルカルバミン酸を用いてアミノ基を蛍光誘導体化・高感度に検出
する方法が確立された。この技術とMALDI-QIT-TOF/MSの技術を
組み合わせることにより、PAH マウスに対して ARB のみならず血
管拡張剤である Hdz投与時に母獣血中で低下する物質として、エタ
ノールアミンが同定された。 
 しばしば治療薬開発において、その主作用及び副作用発現の観点
から、薬物自体の動態や代謝は盛んに研究される一方で、薬物投与に
よって引き起こされる内因性物質の合成や代謝といった生化学的な
変化に着目した研究は少ない。ARBや Hdzにより血圧降下と共に変
動するエタノールアミンを同定した先行研究は、疾患における生体
の薬剤応答性と薬剤そのものの作用点を解明する可能性を示した。 
 本研究では、血管弛緩剤として HDPの第一選択薬として広く用い
られている Hdz の作用点を明らかにすることを目的とし（図 3）、
PAH マウスを用いて Hdz 投与時特異的に血圧の正常化と連動して
量的変化を示す物質の探索を行った。 
  
結果 
 
Hdz特異的に増加する物質の探索と同定 
妊娠 19 日目の PAH マウス母獣血漿の液体クロマトグラフィー
（UPLC）分析の結果を図 4 から図 6 に示した。青い矢印はヒスタ
ミン（後述）、アスタリスクは AQC 誘導体化により非特異的に検出
されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、赤い矢印は Hdz投
与時に増加したピークをそれぞれ表している。クロマトグラムの比
較の結果、ARBでは変化せず、Hdz投与時に特異的に血中で増加す
る物質を検出した。このピークの面積を比較したところ、非投与のマ
ウスに比較して 1.5-2倍増加していた。この物質を単離し、MALDI-
QIT-TOF/MSで分子量を求めたところ、m/z 297.36（MS1）であり、
さらに CID の結果 AQC が脱離した m/z 126.20 が生成した（MS2）
ことから、この物質がアミノ基を有し、分子量が 125 であることが
判明した（図 7）。そこでデータベース（Human Metabolome 
Database）を用いてアミノ基をもっている物質を検索した結果、本
物質がヒスタミンの代謝物質である tele-メチルヒスタミン（tMH）
が候補アミンとしてヒットした。そこで、市販の tMH と Hdz 投与
PAH マウスの血漿をそれぞれ AQC ラベル化し、それぞれクロマト
グラフしたところ、完全にピークの溶出位置が一致した。さらにこの
標準 tMHについてMALDI-QIT-TOF/MS分析を行ったところ、MS1
並びに CIDで得られた MS2の解裂パターンが、Hdz投与 PAH マウ
ス血漿から得られた AQC-アミンと一致した（図 8）。これらの結果
より、本物質が tMHであると結論づけた。 
 
tMHの定量解析 
LC-MS/MS による定量分析をおこなうために、市販の tMH を用
いて tMH の mol（横軸）に対して得られたピーク面積値（縦軸）か
ら最小 2 乗法により一次回帰直線を作成したところ、5〜25pmol の
間で直線性を示した(図 9A)。得られたクロマトグラムから相対定量
を行ったところ、非投与群に比べ、Hdz投与群では 2.29倍増加して
いることが判明した（図 10）。 
tMHはヒスタミンの代謝経路のうち、ヒスタミン Nメチル基転移
酵素（HNMT）によりイミダゾール環 tau 位の窒素原子がメチル化
を受けることで生成し、モノアミン酸化酵素-B（MAO-B）によりα
アミノ基が酸化的脱アミノ化されて代謝される（図 11）。Hdzの投与
により、ヒスタミンのメチル化が亢進した結果 tMHが蓄積したと仮
定すると、基質であるヒスタミンの消費が予想されるはずである。し
かし、今回ヒスタミンピークの明らかな減少は認められなかった（図
4-6）ことから、tMHの増加はヒスタミンのメチル化の亢進ではない
と推論した。 
 
in vitro における MAO-B反応に対する Hdzの阻害効果 
そこで、PAHマウスへのHdz 投与が、tMHのMAO-Bによる酸
化的脱アミノ化反応が抑制されているのではないかと仮説を立て、
MAO-B 反応における tMH の脱アミノ化産物である tele-メチルイ
ミダゾール酢酸（t-MIAA）の産生を in vitroで測定し、tMH分解に
対するHdzの効果を検討した。この目的のために、LC-MS/MSを用
いた t-MIAAの定量系を確立した。標準 t-MIAAを用いて t-MIAAの
mol（横軸）に対して得られたピーク面積値（縦軸）から最小 2乗法
により一次回帰直線を作成したところ、0〜0.1 pmolの間で直線性を
示した（図 9B）。 
次に、in vitroにおけるMAO-B反応を検出するために、バッファ
ー濃度と反応時間、酵素量の条件検討を行った。HEPESバッファー
（pH 7.5）の濃度を 10 mM、50 mM、100 mMの三点を検討したと
ころ、10 mMにて最も t-MIAAの産生が認められた（図 12）。酵素
反応の時間は 3時間と 6時間、12時間の三点で比較したところ、12
時間にて t-MIAAの高い生成が認められた（図 13）。一反応あたりの
酵素量は 5 μgで、阻害剤の効果を検証するために十分な t-MIAAが
検出された（図 14）。最適化した反応条件は図 15にまとめた。次に、
in vitroで tMHを基質とするヒト組換え MAO-Bの酵素反応系に、
Hdz、MAO-Bの特異的阻害剤であるラサギリン及びMAO-A及び B
に対する阻害剤として知られるトラニルシプロミン（TCP）を添加し
阻害実験を行い、t-MIAA生成量を定量した。その結果、他の MAO
阻害剤同様にHdzの濃度依存的に t-MIAAの生成が阻害され、それ
ぞれの IC50は、0.16 μM、1.72 μMそして 54.62 μMであった（図
16）。 
  
考察 
 
これまでに Hdz が、MAO の反応を in vitro で阻害することは報
告されていた。この研究では分光学的に活性検出が迅速かつ簡便な
アミンであるキヌラミンやベンジルアミンが基質として用いられて
いた。この方法は tMH を含む他のアミンに適応できないため、
Hough と Domino は、tMH の場合は、放射性ラベル tMH を用い
て、生成した t-MIAA をクロマトグラフィーで分画しその放射活性
を測定する方法を報告した。しかし、これまで tMH を基質とした
MAO-B の反応での Hdz の阻害活性については調べられていなかっ
た。従って今回の結果は、tMHを基質としたMAO-Bの反応でのHdz
の阻害活性を in vitroで証明した初めての報告である。 
質量分析の結果では、目的物質の S/N比が低めではあるものの（図
7、8）、ブランクフラクションのみのMSスペクトルと比較し、サン
プル特異的なピークに着目した解析を行っているため、確実性のあ
るデータであると思われる。更に、CIDにより AQCのカルボニル基
とアミンの C-N結合が最も開裂しやすい為、目的のアミンが検出さ
れたと考えられる。m/z 126.20以外のピークとしては、m/z 145.09
は、AQC基からカルボニル基が除かれたイオン、m/z 152.07は tMH
にカルボニル基が付加されたイオンであるとアサインされる（図 7、
8）。 
tMHは炎症やアレルギーに関与するヒスタミンの代謝産物である。
ヒスタミンはヒスチジン脱炭酸酵素によりヒスチジンから合成され、
HNMTにより tMHに変換され、MAO-Bによって最終的に t-MIAA
へと代謝される経路と、ジアミン酸化酵素（DAO）によりイミダゾ
ール酢酸へと代謝される経路が存在する（図 11）。Hdz 投与による
tMH の増加は、HNMT の活性亢進と MAO-B 活性抑制のいずれか
に起因するのではないかと予想された。HNMTの活性が上昇したこ
とで tMHが増加したとすると、同時にヒスタミン量の減少が起きる
と考えられた。図 4 と図 6 を比較すると、Hdz 投与により tMH は
増えた一方で、ヒスタミンは変化しないことが明らかとなった（青矢
印のピーク）。そのため、HdzによりMAO-Bの活性が阻害されたの
ではないかと仮定した。 
UPLC分析と LC-MS/MS分析では、前処理や誘導体化の過程でア
ミンを選択的に測定する系を用いたため、本研究では t-MIAA 及び
イミダゾール酢酸の解析は行っていない。これらのヒスタミン関連
代謝物についても測定を行うと、より正確に Hdz 投与による tMH
増加現象を捉えることができると考えられる。また、tMHは尿中に
排泄されることが知られている。そのため、尿中 tMH量に関しても、
Hdz投与により変化するのかどうか検討する余地がある。 
tMH量もしくは t-MIAA量の定量により、in vitroにおけるMAO-
B活性の測定が可能と考えられた（図 11）。最適化を行う過程（図 12-
14）で、tMHの代謝量よりも t-MIAAの産生量の方が阻害剤の効果
を比較しやすかったことから、本研究では t-MIAA 量を測定し、
MAO-B反応条件の検討を行った。図 15の反応条件にて t-MIAAが
充分量産生されたことから、阻害剤の濃度を多点とり、阻害曲線をフ
ィッティングした（図 16）。ラサギリンと TCP の IC50 はそれぞれ
0.16と 1.72 μMであり、これらの濃度は先行報告の IC50と同程度で
あり、in vitro MAO-B反応の測定系は有効であると考えられる。 
ヒトに Hdz を投与した際の最高血漿中濃度は、経口投与で 0.4～
1.3 μg/mL、静脈内注射で 0.16～0.61 μg/mLとされており（Hdz添
付文書）、Hdzの分子量 160.176から、0.99～8.12 μMに相当する。
Hdzの IC50は 54.62 μMであったことから（図 16）、in vivoにおい
ても tMH を基質とした MAO-B 反応に対して、Hdz は阻害作用を
示すと予想される。 
MAO-Bの発現が高い組織としては、神経系の他に血小板やリンパ
球などが挙げられる。また、細胞内のミトコンドリア外膜に局在する
ことが知られている。Hdz は血液脳関門を通過することから（Hdz
添付文書）、細胞膜透過性は高いと考えられるため、おそらく Hdzに
よる tMHを基質とした MAO-B反応の阻害は、血小板中にて起きて
いると推測される。 
Hdzの降圧作用もしくは投薬により生じる副作用が、FAD依存性
酵素を介するものなのか否かは、さらなる検討の余地がある。例えば、
Hdz の投与により MAO-B の基質であるドーパミンが増加すること
で、神経抑制型のドーパミン受容体 D2の作用が増強され、血圧降下
が生じる可能性が考えられる。また、ドーパミンなどの神経伝達物質
が過剰になることが悪心などの副作用に関係していると予想される。 
本章では Hdz 投与 PAH マウスの血中で tMH が上昇することを
検出した。この PAHマウス体内での tMHレベルの増加は、Hdzが
MAO-B の活性を in vivo で阻害し tMH の代謝を抑制した結果、母
体血中に tMHが蓄積したことによる可能性が示唆された。Hdzは前
述のように、血管拡張作用を示すことから、臨床的にも経口投与でき
る降圧剤として HDP治療の第一選択薬として使用されているが、そ
の一方で頭痛や吐き気、動悸・頻脈等の副作用があることも報告され
ている。しかしながら、Hdz の薬効と副作用の関係についての知見
の蓄積は不十分である。モデル動物を用いて Hdzを投与した際の体
内物質の代謝変化を観測し、in vitroでその生化学的分析を行った今
回の研究結果は、Hdz の副作用の発現メカニズムに関する基礎的な
知見を与えるものであると考えられる。 
 
図2:妊娠高血圧モデルマウスの模式図
hAG: human angiotensinogen
hRN: human renin
AII: angiotensin II
AT1R: angiotensin II type 1 receptor
永島祐介博士の学位論文より一部抜粋して改変
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図3: 近年のヒドララジンに関する研究
Hdz: ヒドララジン
SSAO: セミカルバジド感受性アミンオキシダーゼ
DNMT: DNAメチル基転移酵素
HIF: 低酸素誘導因子
図4: 妊娠19日目における
薬剤非投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果
青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表している。
図5: 妊娠19日目における
Olm投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果
青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表している。
図6: 妊娠19日目における
Hdz投与のPAHマウス母獣血漿のHPLC分析結果
青い矢印はヒスタミン、アスタリスクはAQC誘導体化により非
特異的に検出されるピーク、黒矢印は内部標準物質のピーク、
赤い矢印はHdz投与時に増加したピークをそれぞれ表している。
図7: Hdz投与によりPAHマウス母獣血漿中にて
増加した物質の質量分析結果
マトリクスのみのMSスペクトルをBlankとして下段、単離し
たサンプルのMS1スペクトルを中段に示している。中段の青
いボックスで囲んだm/z 297.36 のイオンをMS2解析した結果
を上段に表している。AQC誘導体化由来と考えられるイオン
は緑のボックスで囲んだ。
図8: 誘導体化したtMH標準物質の質量分析結果
マトリクスのみのMSスペクトルをBlankとして下段、tMH標準
物質をのMS1スペクトルを中段に示している。中段の青いボッ
クスで囲んだm/z 297.36 のイオンをMS2解析した結果を上段に
表している。AQC誘導体化由来と考えられるイオンは緑のボッ
クス、tMHのイオンは赤いボックスで囲んだ。
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図9: 標準物質の測定による検量線結果
A: tMH
B: t-MIAA
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図10: 薬剤投与PAHマウス母獣血漿中のtMH量測定結果
妊娠19日目におけるPAHマウス母獣血漿中のtMH量測定結果の相対値
を示す。薬剤非投与群を黒、Olm投与群を青、Hdz投与群をオレンジ
で示す。サンプル数はそれぞれ8、5、5個体である。
*: p < 0.005
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図11: ヒスタミン関連物質の代謝マップ
ヒスタミンはアミノ酸であるヒスチジンからHDCにより合成され
る。ヒスタミンはHNMTによりイミダゾール環 tau 位の窒素原子
がメチル化を受けることで生成し、MAO によりαアミノ基が酸化
的脱アミノ化されて代謝される経路と、DAO により直接 αアミノ
基が酸化的脱アミノ化を受けて代謝される経路が存在する。
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図12: in vitro MAO-B 反応のバッファー条件検討
HEPESバッファー（pH 7.5）の濃度を 10 mM、50 mM、100 mM
の三点で検討した。酵素なしを黒、MAO-B存在下で阻害剤な
しを青、TCP添加を赤、Hdzを黄色で示している。
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図13: in vitro MAO-B 反応時間の条件検討
反応時間を3、6、12時間の三点で比較した。酵素な
しを黒、MAO-B存在下で阻害剤なしを青、TCP添加
を赤、Hdzを黄色で示している。
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図14: in vitro MAO-B 反応の酵素量条件検討
MAO-B量を1 μgと 5 μg にて比較した。酵素なしを黒、
MAO-B存在下で阻害剤なしを青、TCP添加を赤、Hdzを
黄色で示している。
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図15: in vitro MAO-B反応条件
図16: in vitro MAO-B 反応の結果に基づく阻害曲線
t-MIAA の産生量の相対値（%）を縦軸、薬剤の濃度（M）の対
数を横軸にとった。MAO-B特異的阻害剤であるrasagilineを緑、
MAO-A/B阻害剤であるTCPを赤、Hdzをオレンジで示している。
それぞれのIC50は0.16 μM、1.72 μMそして 54.62 μMである。
